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Sorghum  is the fifth most  important cereal crop grown  in the world, and  is the primary staple 
food  for many  people  in  developing  countries.  Like  other major  crops,  its  improvement  is 
constrained by depletion of genetic diversity within breeding germplasm.  Investigated  in  this 




vigor  and  agronomic  performance.  A  previous  study  of MSH1‐suppression  effects  in  TX430 






wildtype. A  large proportion of  the  F2  families  showed  tendency  to be  taller  and delayed  in 
flowering, while about 10% of families outperformed the wildtype in tillering and grain yield. The 
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There  is  a  general  consensus  that  genetic diversity within  commercially  important  crops has 
declined  considerably over  the  domestication  process. Genetic  diversity  however,  remains  a 
critical element in maintaining and increasing agricultural productivity [1]. Heterogeneity within  











Several means  exist  through which new  alleles  can be  created  in  an otherwise homozygous 
genotype. With  advances  in molecular  biology, ways  to  alter  gene  expression  to make  the 
genome more plastic and amenable  to  selection are now emerging. Genome plasticity  could 
result from mutation events, epigenetic modifications, transposable element movement or other 










studies of heterosis  [16][17]. Crop  improvement studies  through genetic  transformation have 
occasionally  experienced  repression  of  transgenes  through  hyper  DNA  methylation  [18], 
inhibiting the expression of a desired trait.  
The  term  ‘epigenetics’ describes heritable  changes  in  gene  expression not  controlled by  the 
genomic sequence [19]. In recent years, studies have greatly advanced knowledge of epigenetic 




[21].  Understanding  the  underlying  epigenetic  mechanisms  associated  with  the  heritable 
phenotype could contribute towards crop improvement. Several studies have reported evidence 
of environmental influence on persisting epigenetic effects on phenotype [20][22], and it may be 





with heritable phenotypic differences  [23][24][25],  including agronomically  important traits  in 
plants  [26][27][28].  This  underscores  the  plausible  significance  of  epigenome  contribution 
towards  crop  improvement.  The  advances  in  genomics  and  epigenetics  suggest  epigenetic 
modifications  of  key  regulatory  genes  in  hybrids  can  trigger  pathway  signaling  cascades  to 
regulate physiology and metabolism, consequently stimulating heterotic effects [29]. Epigenome 









and mitochondria  to  influence  organellar  genome  behavior  and  plant  growth  patterns  [36]. 
Studies  of  MSH1  through  RNAi  suppression  in  different  plant  species,  including  sorghum 
(Sorghum bicolor), millet (Pennisetum glaucum), tobacco (Nicotiana tabacum), tomato (Solanum 
lycopersicum),  soybean  (Glycine max) and Arabidopsis  thaliana, have  consistently  resulted  in 













[36]. These msh1  ‘memory’ plants, when  crossed  to  isogenic wildtype  counterparts, produce 







sorghum  is  increasing  due  to  its  resilience  against  high  temperature,  tolerance  to  drought 
conditions,  broad  genetic  diversity  and  capacity  to  produce  food,  feed,  fiber  and  bioenergy 
[49][50][51], making it important to both agriculture and industry. The discovery of cytoplasmic 
male  sterility  and  fertility  restoring  genes  facilitates  the  utilization  of  a  hybrid  system  for 





[53].  In  the U.S., sorghum has been gaining  in  interest as a gluten‐free grain, and offering an 




the  first crop of African origin  to have  its genome  sequenced, making  it a potential genomic 
model [55]. These genomic resources greatly facilitate research into the genetic improvement of 





















Comprehensive studies on  inheritance of plant height  in sorghum by Quinby and Karper  [64], 
discovered that it is controlled by four independently inherited genes [designated Dw1 Dw2 Dw3 
Dw4], which modify internode length. The recessive state produces dwarfness, while tallness is 























environmental  change  [4]. Decline  in  crop  yield owing  to  increasingly  severe  climatic events 












school of  thought  that  considers a  tradeoff  in  crop yield during a good year as  the price  for 




improved  yield, many  years  of multi‐location  evaluation  are  required  for  selection  [4],  and 
heritability for stability is generally low [76][77]. Yet, it is impractical and costly to develop crop 
varieties  for  every  micro‐environment,  and  year‐to‐year  fluctuations  can  contribute  large 
genotype‐year and genotype‐location‐year interactions.  
Various  studies  for  different  traits  have  succeeded  in  identifying  loci  that  interact with  the 
environment, stability loci, supplying evidence for a genetic basis for stability [76][4]. Improved 




environmental  variations  and  greater  tolerance  against  biotic  stress,  suggesting  population 





gene  regulation,  to  plant  environmental  adaptation.  Growing  evidence  suggests  that  DNA 
methylation  in  response  to  stress  leads  to  heritable  variation  in  phenotype  [85][86][87]. 
Epigenetic changes can have profound impact on variability and plasticity of important ecological 
plant traits, as well as on plant fitness [88]. Investigation of MSH1‐altered sorghum showed some 









It  is  generally  accepted  that human  interference has  contributed  in  the  continual decline of 
biodiversity, with adverse implications on creating diversity, which is essential in plant breeding 
programs. There are interventions designed to introduce new genetic variations in homozygous 
germplasm.  Transgenic  and  cisgenic  technologies,  now  being  hailed  as  a  gene  revolution 
analogous to the green revolution, have enabled precision genetics and  introduction of novel 
crop traits  [89]. Current use and benefits of transgenes, however,  is  limited or  inaccessible  in 
some  jurisdictions because of  imposed  restrictive regulatory policy and consumer acceptance 
[12][4].  
Notable  successes  in  crop  improvement have been  achieved  through  introgressive breeding. 
Introgression  of  novel  alleles  from  landraces  and wild  relatives  can,  however,  be  slow  and 
tedious, since hybridization must often be followed by successive backcrossing [90]. The MSH1 
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Modernization and advancement of Agriculture  is essential  to  the  food security of  the entire 
planet. Historically, people domesticated crops for sustainable food production and other needs. 
The  increased  demand  for  agricultural  products  as  population  grows  necessitates  increased 
sustainable agricultural productivity. The success of the domestication process, however, has led 
to  a  gradual decline  in  genetic diversity,  as  species  subjected  to  selection pressure  can  face 
genetic bottlenecks [1][2][3][4]. Loss of genetic diversity poses a threat to crop improvement as 
it  limits  the  creation  of  new  genic  combinations  [5].  In  recent  years, molecular  tools  and 
approaches  have  been  employed  in  crop  improvement,  and  these  facilitate more  informed 
approaches  to  genomic  selection  and  predictions  for  agronomic  traits  based  on  nucleotide 
sequence [6].  
Although genomic sequence accounts for a relatively  large proportion of heritable phenotypic 
variation,  there  is  growing  evidence  that  epigenetics,  or  how  that  genomic  sequence  is 
expressed, contributes significantly to phenotype and can affect stable inheritance of some traits 
[7].  Some  of  the  earliest  studies  of  variation  did  not  recognize  epigenetic  influences  [8]. 
Epigenetic  contribution  to  plant  phenotype  has  been  experimentally  approachable with  the 
identification of plant epialleles  [9]. The  transgenerational  inheritance of epialleles has been 
described for some plant traits, including flower symmetry [10], pigmentation [11], late flowering 
[12], and fruit ripening defect [13]. Epigenetic variation, as an increasingly recognized contributor 
to plant phenotypic plasticity, offers potential  for new approaches  to  crop  improvement  [9]. 
Exploiting  epigenetic  diversity  for  plant  breeding,  however,  requires  the  ability  to  access 
18 
 




down‐regulation  of  MSH1  in  different  plant  species,  including  sorghum,  tobacco,  tomato, 
soybean and Arabidopsis  leads  to developmental  reprogramming, a phenomenon  involving a 
complex phenotype that  includes  leaf variegation, delayed  flowering, male sterility,  increased 
tillering/branching, delayed  transition  to maturity, abiotic stress  tolerance and dwarfism with 
varying  degrees  of  penetrance  [16][17][18][19].  The  developmental  reprogramming  state 


























The sorghum materials used were  initially developed as described  in Feng [22] and de  la Rosa 
Santamaria [23]. The following  is a summarized process from the previous studies. MSH1 was 
downregulated through introduction of an RNAi transgene to the wildtype sorghum, inbred line 
Tx430  [24], using Agrobacterium  transformation. Relative  to wildtype  (WT), T2  transformants 






T6 msh1 memory  lines and Tx430 wildtype seeds were germinated  in plastic  trays  filled with 
potting mixture for greenhouse cultivation. Leaf tissues (2‐3cm long) from 2‐week‐old seedlings 
were  collected  in 1.5‐ml  tubes  containing approximately eight 2‐mm dia Zirconia beads. The 
tubes were prefilled with 500ul of DNA extraction buffer (200 mM Tris‐HCL pH 8.0, 250 mM NACL, 
25 mM EDTA pH 8.0, 0.5% SDS). Tissue was ground in the Mini‐Beadbeater ‐96.  The DNA was 































Total  RNA was  extracted  from  Tx430 WT  and  both MSH1‐RNAi  transgene  positive  and  null 




Rad  iScript Reverse Transcription Supermix  for RT‐PCR. qRT‐PCR was performed with  the CFX 
real‐time system (Bio‐Rad, USA) with 95 °C for 3 minutes, 40 cycles of 95 °C for 30 seconds and 
60 °C for 1 minute. RNA abundance was calculated from the average of three technical replicates 










of  epi‐F2  families  per  replicate  is  large,  an  augmented  lattice  design  (incomplete‐block 
experimental  designs) with  three  replications was  used.    The Wildtype  Tx430 was  randomly 
inserted in each incomplete block to make a 10 by 11 rectangle. In this design, incomplete‐blocks 
are grouped  into  larger blocks and the  large blocks  form a complete‐block design, which was 









and grain yield per  individual plant. The main panicles  from  individual plants were bagged at 












linear mixed‐effect model  (LMM):  	=  µ  +	 	+	 	+	 / 	+	   , where    is  the  trait 








of‐fit  (gof, a bootstrap Kolmogorov‐Smirnov  test) of  the nonlinear  fitted models, and on  the 
















normal distribution. Kolmogorov‐Smirnov gof  test  (KS  test) was performed  for each model  in 


















known  to  be  present  in  the  inbred  line  Tx430.  Reversion  involves  loss  of  a  direct  sequence 




to  the wildtype.  In  this  study,  similar  crosses were made  from  parents  assayed  for  dw3  to 
eliminate  the  possibility  of  genetic  influence  on  subsequent  phenotypic  variation.  Also 
investigated was whether msh1 conditions enhanced dw3 reversion. This suspicion emanated 
from the high frequency of dw3 reversion incidents among the progenies from previous crosses. 





[30][31]. No significant  increase  in dw3  reversion was detected  in msh1 material  in F1 and F2 
27 
 







case  despite  the memory  line  parents  having maintained  the  altered  phenotype  for  seven 










wildtype  Tx430  (Figure  6).  The  variance magnitude  was  higher  even  for  plant  height  after 







Further analysis detected 9% of F2  families with higher grain yield  (p<0.05)  than  the wildtype 
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Figure  4.  Sorghum  dw3.  (A)  Tx430  plants  [left]  contain  dw3 mutation,  tall  plants  have  the 
functional allele DW3.  (B) Compaction of stalk  internodes  in  the TX430 dwarfing phenotype of dw3 

















































































Figure 12: Classification of grain yield (in grams) into three categories based on 30th and 70th percentiles cutoffs: 
1) Low, yield < 58; 2) yield 58 <= Medium < 80; and High, yield > = 80 for individual plants and epi-F2 family 















AIC         BIC       logLik     deviance        df.resid  
 
   Poisson               11846.4  12528.0    ‐5819.2    11638.4      5080 
 










  Genotype   n         Reversion freq.  p‐value 
         
Green house   MSH1 memory line  x Tx430 (F1)  602  3  0.6246 
  Tx430 x Tx430 (F1)  547  3  0.3544 
  MSH1 memory line  selfed   472  0  1.0 
         
Field   Tx430  6650  10  1.0 
  MSH1 Epi‐F2  3876  5  1.0 





Table3.0: Grain yield (g) percentiles computed from different cumulative distribution functions 
  Log.Normal  Gamma.3P  Normal.log  Normal  Risk 
perct0   0  28.9312842517  0  ‐Inf  100 
perct5  40.341299918  42.1474306832  40.3444271214  33.3283750078  95 
perct10  45.3296191888  46.2809919186  45.3323555968  41.3925611507  90 
perct15  49.0391985147  49.5502460224  49.0415913744  46.8334292565  85 
perct20  52.2027853844  52.4437153606  52.2048525015  51.1576587479  80 
perct25  55.0790228733  55.1441736152  55.0807693018  54.8674626149  75 
perct30  57.7967818753  57.7470213631  57.7982049562  58.1989811437  70 
perct35  60.4347561723  60.3136177172  60.4358474055  61.2861295562  65 
perct40  63.049182015  62.8901281792  63.0499276445  64.2155315068  60 
perct45  65.6862682345  65.5166771071  65.6866491082  67.0497617956  55 
perct50  68.3892100439  68.2326386482  68.3892008934  69.8390564341  50 
perct55  71.2033759284  71.0811207226  71.2029440128  72.6283510725  45 
perct60  74.1815183157  74.113715829  74.1806211929  75.4625813613  40 
perct65  77.3906332491  77.3970749547  77.3892151698  78.3919833119  35 
perct70  80.9229147139  81.0239095384  80.9209006124  81.4791317244  30 
perct75  84.9158864199  85.133031993  84.913171296  84.8106502532  25 
perct80  89.5945305598  89.9512718083  89.5909589765  88.5204541202  20 
perct85  95.3743982791  95.8958725537  95.369719207  92.8446836116  15 
perct90  103.1794251558  103.887772643  103.1731693017  98.2855517174  10 
perct95  115.9378616937  116.8078759053  115.9288440201  106.3497378603  5 
           
 
 
